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摘要 : N TRIER Antheraea pernyi 感染 微 孢 子 虫 初期 血 淋 巴 内 免疫 系统 及 刺激 应 答 相 关 重 日 质 种 类 , ASE APE 
ES BRE EA RAAR, 刚 完 成 赔 皮 的 幼虫 ) ECT E ee fl TER Nosema pernyi 为 材料 ,对 感染 后 血 淋 巴 利 
用 SDS-PAGE 进行 分 离 后 , 利用 LC-MS/MS 质谱 技术 和 蛋白质 组 学 分 析 对 差异 和 蛋白质 条 带 进 行 鉴定 。 结 果 显 示 : 
BRR HET HB 144 h Je, 血 淋 巴 中 分 子 量 约 为 44 kD (AP44) 和 28 kD (AP28) 的 和 蛋白质 条 带 表 达 量 增高 。 质 谱 分 
析 AP28 和 AP44 和 蛋白 质 条 带 样品 , 共 鉴 定 117 个 不 重复 蛋白 质 , 其 中 2 个 样品 共有 蛋白质 12 个 ，AP28 ASA 
质 52 个 , AP44 独 有 和 蛋白 质 53 个 。 对 质谱 数据 利用 COG 数据 库 进 行 搜寻 鉴定 , 显示 AP28 和 APA 的 鉴定 蛋白 质 
中 涉及 析 看 免疫 系统 及 刺激 应 管 生 物 过 程 的 重 白 质 共 有 29 个 , 其 中 AP28 中 包括 热 激 蛋 日 、 泛 素 样 量 日 、 泛 素 结 
合 酶 2、 保 幼 激素 环 氧 水 解 酶 、 微 管 结合 和 蛋 日 、 深 天 酶 、ADP- 核 糖 基 化 因子 、 防 御 和 蛋 日 、 肽 聚 糖 识别 条 日 等 15 
个 , AP44 中 包括 DRK、 酚 氧化 酶 原 、 类 人 免疫 球 重 日 等 10 个 ; 二 者 共有 热 激 重 日 hsp21.4、 酚 氧化 酶 原 、 抗 阔 肽 等 
4 个。 本 研究 结果 可 以 为 今后 研究 析 看 对 微 孢 子 虫 的 免疫 应 答 及 防御 机 制 提供 参考 。 
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Separation and identification of haemolymph proteins involved in immune 
response to Nosema pernyi infection in Antheraea pernyi ( Lepidoptera: 


Saturniidae ) larvae 
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Shenyang 110866, China; 3. School of Life Science & Biopharmaceutics, Shenyang Pharmaceutical 
University, Shenyang 110016, China) 
Abstract: This study was aimed to preliminarily identify the proteins involved in the early immune 
response in the haemolymph from Antheraea pernyi larvae infected by Nosema pernyi. The 5th instar 
female larvae of A. pernyi were fed with N. pernyi spores and the proteins in the haemolymph were 
separated by SDS-PAGE, and the proteome profiles of the differential protein bands were further analyzed 
and identified by LC-MS/MS and proteomics analysis. One-dimensional SDS-PAGE analysis revealed that 
protein bands at 44 kD ( AP44) and 28 kD ( AP28) were enriched in the haemolymph of the female 
larvae at 144 h after feeding with the spores of N. pernyi. A total of 117 non-redundant proteins were 
identified by LC-MS/MS and searching the COG database, including 52 unique proteins from AP28, 53 
unique proteins from AP44, and 12 proteins from both of them. Among them, 29 proteins are immune- 
related, including 15 proteins from AP28, such as heat shock proteins, ubiquitin-like proteins, 

基金 项 目 : 现代 农业 产业 技术 体系 建设 专项 (CARS-22); 辽宁 省 教育 厅 科研 项 目 (L2010512); 沈阳 市 发 改 委 科研 项 目 (2011154); 沈阳 农业 

大 学 校 青年 基金 项 目 (201010002 ) ; 沈阳 农业 大 学 国家 上 自然 科学 基金 启动 基金 (20112002) 
作者 简介 : 姜 义 仁 , B, 1982 年 12 HE, ARTEN, 博士 研究 生 , 研究 方向 为 有 害 生 物 与 环境 安全 , E-mail; jiangyiren56@ 126. com; 
RE, 女 , 1989 年 2 HE, UTAMA, 硕士 研究 生 , 研究 方向 为 昆虫 生物 化 学 与 分 子 生物 学 , E-mail: songjia0215@ 126. com 
# 共 同 第 一 作者 Authors with equal contribution 


“通讯 作者 Corresponding authors, Tel.; 024-88487163; E-mail; duanyx6407@ 163. com; qinli1963@ 163. com 
收 稿 日 期 Received; 2012-06-01; 接受 日 期 Accepted: 2012-09-18 

















1120 


昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


ubiquitin-conjugating enzyme 上 2 juvenile hormone epoxide hydrolase, microtubule-associated protein 
RP/EB family member 3, lysozyme-like protein, ADP-ribosylation factor, putative defense protein and 
and 10 proteins from AP44, such as DRK, 
prophenoloxidase and hemolin. Four proteins were identified from both AP28 and AP44, including heat 


peptidoglycan recognition protein-like protein, 


shock protein hsp21.4, prophenoloxidase and basic attacin. The results provide the basis for further study 


55 卷 


on the mechanism of immune response and defense against N. pernyi infection in A. pernyi. 


Key words: Antheraea pernyi; 


proteomics analysis 


TE3& Antheraea pernyi Guérin-Méneville Jg fe 3a 
Fae HP A 20 22 Eb rh, 是 中 国 特有 的 生物 资源 。 
SE EP FEE TRA 7 x 10° t, 占 世界 对 看 丝 总 产量 
的 90% LE. AMIT HUE BH AA B m AE 
梓 答 而 引起 的 慢性 传染 病 , AE Be YE Ra EZ 
一 , EREE KIAN, 丝 草 生产 上 的 发 病 
ETE 30% ~ 70%, HF ES HEERE (FR, 
2003), FE fa F 4 Nosema pernyi Ding, Su & 
Wen 23 E FE RAR TERN ELA CT ES 
E, 1992), FABRE, MIE EA EE 
要 的 组 成 部 分 , 是 体内 各 组 织 、 器 官 交 换 物 质 的 媒 
T, 承担 着 许多 重要 的 功能 , 血 淋 巴 中 的 有 蛋 日 质 有 
很 多 种 ,分别 来 源 于 各 种 不 同 的 组 织 与 细胞 , 这 些 
和 蛋 日 质 参与 机 体 的 凝血 、 人 免疫 、 小 分 子 物质 (包括 
激素 等 ) 运 输 、 营 养 等 一 系列 生理 或 病理 过 程 。 

4E EATHADZS E FR ( clusters of orthologous groups, 
COG ) 数据 库 是 对 和 蛋白质 进 行 直 系 同 源 分 类 的 数据 
FE (http://www. ncbi. nlm. nih. gov/COG/) 。 而 基因 
本 体 (gene ontology，CO ) 是 一 个 国际 标准 化 的 基因 
功能 分 类 体系 , 提供 了 一 套 动态 更 新 的 标准 词汇 表 
(controlled vocabulary ) 来 全 面 描 述 生 物体 中 基因 和 
基因 产物 的 属性 。GO 总 共有 3 个 本 体 (ontology)， 
分 别 描述 基因 的 细胞 组 分 (cellular component)、 分 
子 功 能 (molecular function )、 参 与 的 生物 过 程 
(biological process) ( http :// www. geneontology. org) 。 
因此 , 采用 上 述 2 种 分 析 能 够 为 进一步 分 析 和 集 日 质 
功能 及 其 参与 的 生物 学 过 程 等 提供 参考 。 

本 实验 室 人 研究 发 现 , PERE RR SG | 
梓 蛋 幼虫 血 淋 巴 和 皇 日 质 的 含量 及 组 成 发 生 一 定 的 变 
化 , US BPE FB 96 h 144 h 后 , 分 别 出 现 
了 分 子 质 量 约 44 kD 及 28 kD HEARR EM 
DER ORKE, 2012) 。 这 是 否 是 由 于 微 钨 子 虫 寄生 
后 梓 看 产生 防御 反应 的 结果 尚 不 清楚 。 关 于 微 孢 子 
忠 侵 染 而 引起 宿主 的 免疫 应 答 人 研究 在 其 他 昆虫 上 已 
AFE (JS, 2004; YRBE RA A CBE, 2010; 
Dussaubat et al., 2012) , 但 在 梓 鼻 方面 尚未 见报 道 ， 


Nosema pernyi; 


haemolymph; immune response; protein; 


本 文 利 用 LC-MSZMS 质谱 技术 和 和 蛋白 质 组 学 分 析 对 
我 们 研究 发 现 的 栋 友 感染 微 抱 子 虫 后 血 淋 巴 产生 的 
Fe FRE A JAR ir EAT EE, TEPER T 
虫 后 的 免疫 啊 应 机 制 提 供 基础 数据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 材料 
1.11 HAER: PERT ESE 5 ME GE (2 
4 虐 ， 刚 完成 赔 皮 的 幼 忠 ) ,品种 为 选 大 1 号 , 由 沈 
阳 农 业 大 学 梓 看 研究 所 提供 。 
1.1.2 BE VAT IR: 本 研究 所 保存 的 株 看 
DATAN 4 x 10 个 [mL) , 分 离 纯化 参 
照 姜 义 仁 等 (2011 ) 方 法 进行 。 取 株 看 5 龄 雌 幼虫 
起 看 大 干涉 , WEE (NP) 利用 Eppendorf $2 Wär 
(10 pL) AAMAS, NEN 10 ply 
3k, RACK) 添 食 等 剂量 的 7.0 g/L NaCl 溶液 ， 
在 温度 25%C ,相对 湿度 75% 条 件 下 , 以 新 鲜 杆 叶 室 
内 饲养 。 添 食 处 理 后 从 0 h 开始 每 隔 24 h 取样 1 
次 , 共 取 10 次 。 在 冰 浴 条 件 下 剪 破 腹 足 取 血 , 样品 
E -20C 冰 箱 中 保存 备用 。 
1.2 血 淋 巴 蛋白 质 SDS-PAGE 分 析 

SDS-PAGE 电泳 参照 王 勇 等 (2011 ) 方 法。 采用 
596 WARA PATER, 样品 与 含有 BRACH 
的 上 样 缓冲 液 以 1:1 体积 比 混合 , 每 孔 上 样 量 10 
uL, 采用 8 mA 电流 电泳 , f$8z EH ELA TER 
时 改 用 12 mA 电流 电泳 , ZARB RES Py 1 cm 处 停 
止 电泳 , ARAS DAA R-250 染色 2 h, 脱色 后 
采用 凝 胶 成 像 系统 (Bio-Rad 公司 ) 照相 。 
1.3 和 蛋白质 胺 内 酶 解 及 肘 段 提取 

选取 微 孢 子 忠 侵 染 析 看 后 出 现 的 差异 和 蛋 日 条 
ay, 用 洁净 的 刀片 切 下 ,参照 Shevchenko 等 (1996) 
ETT IR PE EI Ann OP ll GE TT RE, FRE 
Wi. 得 到 肽 段 混合 物 , 具体 方法 : (1) 和 蛋白 质 胶 内 
酶 解 : 胶 条 首先 用 含 50% ZAR HI 500 uL 的 25 
mmol/L 的 碳酸 氢 匀 洗 脱 , PAL, 重复 2 MK, 
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次 60 min; 用 500 pL H,O 洗 脱 1 次 , 弃 去 上 清 ; 加 
A 500 pL HOZ BK s 56% 条 件 下 使 用 10 mmol/L 
DTT 处 理 1 h, 还 原 打 开 二 硫 键 ; 在 暗室 使 用 55 
mmol/L IAM 处 理 45 min, 进行 半 胶 氨 酸 的 烷 基 化 
封闭 ; 用 胰 重 日 酶 浴 液 (10 ng/pL i8 25 mmol/L 
KREMER) E; KE 30 min, 去 除 多 余 酶 
i, 加 入 25 pL 25 mmol/L RRAZ, 37°C 1H Mad 
夜 ; ISA HER(FA) 2k IE. (2) 肽 段 提 取 : 使 
用 含有 0.1% 甲酸 的 50% ZHE 200 pL 提取 1 次 ; 使 
用 含有 0.1% 甲酸 的 100% ZHE 200 uL 提取 2 次 ; 
收集 所 有 的 上 清 , 并 真空 干燥 , 得 到 肽 段 混 合 物 。 
1.4 蛋白 质 条 带 基 于 LTQ-Orbitrap CID 的 LC- 
MS/MS 分 析 

将 抽 干 的 每 个 组 分 分 别 用 buffer A(2% ACN, 
0.1% FA) 复 溶 至 约 0.5 ug/uL 的 浓度 , 20 000 g 
离心 10 min, 除去 不 溶 物质 。 每 个 组 分 上 样 10 pL 
( 约 5 pg EA), 通过 岛 津 公司 LC-20AD 高 效 液 相 
色谱 仪 进行 反 相 分 离 , 所 用 的 反 相 柱 为 C18 柱 , 包 
括 两 部 分 : 长 度 2 cm 内 径 200 um 的 进 样 部 分 和 长 
BE 10 cm 内 径 75 um 的 洗 提 分 离 部 分 。 分 离 程序 : 
3GU 15 uL/min 的 流速 进 样 4 min; 然后 以 400 nL/ 
min 的 流速 梯度 洗涤 和 min, Dti be BEN buffer B 
(98% ACN, 0.1% FA) JA 2% EF EI 3596 ; 再 从 
35% 到 80% 线性 洗 提 2 min。 最 后 用 80% 的 buffer 
B 洗 柱 4 min, buffer A 洗 柱 1 min, 

经 过 液 相 分 离 的 肽 段 进入 到 串联 ESI 质谱 仪 : 
LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific) . HL4% 
TIKEN 60 000 ( Joe tay FEE). FA abe tet HE 
fa Ay 35% 的 CID (collision induced dissociation ) 模式 
PREHEAT iG, 在 离子 阱 中 检测 信号 。 每 个 峰 强 
度 超 过 5 000 的 一 级 母 离子 打 8 个 二 级 谱 图 。 动 态 
排除 设 定 为 : 30 s 内 出 现 两 次 的 母 离 子 在 未 来 120 s 
不 再 打 二 级 。 离 子 源 电 压 设 置 为 1.5 kV, Bam 
益 欣 制 技术 (automatic gain control, AGC) WEN: 
对 离子 阱 内 控制 聚集 量 约 1 x 10 个 离子 进行 扫描 
鉴定 , FAHEY oe tar LLY Fy 350 ~2 000 Da, 

1.5 MERRE ARA AE 

质谱 采集 到 的 原始 数据 先 采 用 Mascot 软件 在 
NCBI 数据 库 进 行 搜索 和 匹配 , 本 次 鉴定 选用 数据 
库 为 看 蛾 总 科 Bombycoidea _ txid37569 All entries 
(22 453 条 序列 ) ( http://www. ncbi. nlm. nih. gov/ 
protein/? term = txid37569| Organism: exp] ). 。 同 时 ， 
在 搜索 过 程 中 设 定 参 数 : 首先 , 根据 试验 和 仪 需 的 
情况 , 选择 对 应 的 酶 、 仪 逢 类 型 以 及 一 二 级 离子 的 


HERZ, 然后 选择 一 些 常 用 的 固定 修饰 和 可 能 发 
生 的 修饰 , 本 次 搜索 选用 的 酶 为 胰 和 蛋白 酶 , 搜索 选 
用 的 仪器 为 LIQ-Orbitrap-Velos ( Perkins ef al., 
1999 ) 。 
1.6 鉴定 蛋白 的 功能 注释 

对 鉴定 蛋白 进行 COG 注释 及 GO 分 析 。 将 鉴 
定 到 的 蛋白 与 NCBI 的 COG 数据 库 (Eugene 2002) 
进行 比 对 , 预测 这 些 和 蛋白质 可 能 的 功能 并 对 其 进行 
功能 分 类 统计 。 根 据 鉴 定 蛋 白质 的 注释 信息 ,用 
Blast2GO 软件 (Conesa et al., 2005) 得 到 鉴定 和 蛋 日 质 
的 GO 注释 信息 ， 再 用 WECO 软件 (Ye et al., 
2006) 对 所 有 鉴定 和 蛋白质 做 CO 功能 分 类 统计 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 ERRAT ERRE JA IH E E AA 
SDS-PAGE 分 析 

PELE 5 龄 肉 幼虫 起 牌 感染 微 爷 子 虫 144 h 后 血 
MER BA SDS-PAGE 结果 见 图 1, 在 添 食 组 出 现 
分 子 量 约 为 44 kD 及 28 kD 的 蛋 日 质 条 融 染 色 比 对 
照 组 加 深 的 趋势 , RAER 5 龄 上 肉 幼 虫 血 淋巴 中 这 
2 条 重 日 质 条 带 在 感染 微 爷 子 虫 后 表达 量 增高 。 





图 1 WETEEDUET. 144 JE 5 RES LU ES 
蛋白 质 SDS-PAGE 图 谱 
Fig. 1 SDS-PAGE on proteins from haemolymph of 
the 5th instar female larvae of Antheraea pernyi at 144 h 
post-feeding with spores of Nosema pernyi 

M: 和 蛋 日 分 子 质量 标准 Protein marker; NP; SE td F 18 05) 27] 58 161 
淋巴 The haemolymph of the Sth instar larvae; CK; 与 NP 相应 的 对 照 
组 幼虫 血 淋 巴 The corresponding control. 
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续 表 2 Table 2 contiuned 
样品 登录 号 KAM 物种 等 电 点 分 子 量 (kD) iE 
Sample Protein ID Protein Species Isoelectric point Protein mass Coverage 
21146358051 Heat shock protein KAR A. yamamai 4. 83 82. 65 0. 0432 
g11268306458 Ribosomal protein L27 MERIR Manduca sexta 11.33 15.88 0. 2239 
21148958395 Ribosomal protein S18 KAR A. yamamai 11.08 17.79 0.1118 
gil 113208236 Peptidoglycan recognition protein A ERE 7.92 22.22 0. 0984 
Samia cynthia ricini 
211110347815 Peptidoglycan recognition protein-like protein EN BETESE A. mylitta 8.13 22.42 0. 0674 
gil187234889 Elongation factor-1 alpha, partial Cechenena helops 8.90 45.02 0. 0196 
RecName; Full = Putative defense protein 2; 
gi 1229485336 Short = DFP-2; Flags: Precursor ED BETESE A. mylitta 6.96 17.39 0.0745 
21154633289 Ubiquitin-like protein KAR A. yamamai 5.12 10.35 0. 1319 
21187248487  Microtubule-associated protein RP/EB family member 3 RAE B. mori 5.43 30. 75 0. 0440 
21195102558 GTP binding protein 家 看 B. mori 7.56 44. 73 0. 0378 
21154609191 Ribosomal protein P2 家 看 B. mori 4.37 11.53 0. 1161 
21151863357 Ribosomal protein S23 家 看 B. mori 11.31 16.10 0. 0769 
gi15747 Unnamed protein product GE B. mori 5.16 42.25 0.0426 
2119967442 Ribosomal protein 49 家 看 B. mori 12.11 9.00 0. 1918 
gil46394422 Ribosomal protein S24 家 看 B. mori 11.59 15.22 0.1136 
21195102666 Transgelin 家 看 B. mori 8.47 21.05 0. 0957 
21154609255 Ribosomal protein L31 家 看 B. mori 11.37 14. 30 0.1129 
811110175082 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit 1 FE B. mori 4.58 28.01 0.0415 
21154609261 Ribosomal protein L35 家 看 B. mori 11.47 14.51 0. 1057 
11259493819 —  Hemooyte aggregation inhibitor protein precursor 烟草 天 蛾 M. sexta 7.59 48. 40 0.0253 
211268306442 Ribosomal protein L27 A MERIR M. sexta 11.22 16.61 0. 1081 
Nascent polypeptide associated complex 
21195102644 protein alpha subunit 家 看 B. mori 4.38 22.66 0.0711 
21168066547 Transferrin 家 看 B. mori 7.21 77.16 0.0323 
gi 195102728 Ubiquitin conjugating enzyme E2 ZU& B. mori 6.54 17.26 0. 1325 
21195103090 Thymosin isoform 1 家 看 B. mori 4. 69 19.18 0. 0765 
g1151863346 Ribosomal protein S14 家 看 B. mori 11.32 16.15 0. 0861 
21154609317 Ribosomal protein 516 家 看 B. mori 10. 68 17.22 0. 0662 
gil54609307 Ribosomal protein $12 家 看 B. mori 6.10 15.37 0.0935 
gil 145286562 Lysozyme-like protein 1 EN REFER A. mylitta 10.27 21.33 0.0447 
21154609325 Ribosomal protein S20 家 看 B. mori 10.91 13. 84 0. 0976 
211194346224 TPA: laccase-like multicopper oxidase 2 isoform B FE B. mori 7.39 85.90 0.0144 
Carbamoylphosphate synthetase/aspartate transcarbamylase 

gi | 187234491 /dihydroorotase , partial AREER Erinnyis ello 6.28 109. 46 0. 0133 
21195102936 Actin related protein 2/3 complex subunit 4 家 看 B. mori 9.42 19.93 0. 0655 
gil 1276940 Juvenile hormone epoxide hydrolase 烟草 天 蛾 M. sexta 6. 96 52.75 0.0130 
gil70908362 Eukaryotic initiation factor 5A 家 看 B. mori 5.04 17.86 0.0750 
211157889130 Sericin 3 家 看 B. mori 5.71 123.51 0.0110 
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续 表 2 Table 2 contiuned 


样品 登录 号 
Sample Protein ID 
AP28  gil2613141 


& gil30841715 
AP44  gil171262282 
gi162001779 
gi156378321 
gi125992174 
gi 1253946990 
gi195103130 
gil110347821 

gi | 136206 

gi | 159526 
gil994751 
AP44  gil268306412 
gi 1284944259 
gil 10716809 
gil47457941 
gi 146488004 
gi 187248207 
gi 1527680 
gi 187248255 
gi 195102978 
gil 157813102 
gi 195102688 
gil 19773422 
gi 1312597590 


21156462206 


21156462300 


gil95102790 
gi 1217276 
gi 195103034 


gi 1229597913 


2112688890 


gil2073101 
gi1857370 

gil95102980 

gi 1300669735 


BAM 


Protein 


Beta-1 tubulin 
Arylphorin precursor 
Attacin-like protein 
Basic attacin 
Heat shock protein hsp21.4 
Masquerade-like serine proteinase homolog 
Elongation factor-1 alpha 
Abnormal wing disc-like protein 
Serpin-like protein 
RecName; Full = Transferrin; Flags: Precursor 
Methionine-rich storage protein 1 
Prophenoloxidase subunit 2 
Ribosomal protein S8 
Glutathione S-transferase sigma 
Vitellogenin 
605 ribosomal protein L13 
Hemolin 
Proteasome zeta subunit 
Ribosomal protein S3 
Tyrosine 3-monooxygenase protein zeta polypeptide 
Proteasome subunit alpha type 6-A 
Putative triosephosphate isomerase 
Eukaryotic translation initiation factor 6 
Alpha-tubulin 


Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase CG4265 


Ribosomal protein L1 


Putative serine protease-like protein 2 


Carboxylesterase 
Elongation factor 1 beta 


Hydroxypyruvate isomerase 


Chain A, crystal structure of Antheraea 


pernyt arylphorin 


Elongation factor-1 alpha 


Unnamed protein product 
Prophenoloxidase 
Proteasome beta 3 subunit 


Loquacious 


物种 
Species 
烟草 天 蛾 M. sexta 
TES A. pernyi 
TES A. pernyi 
TES A. pernyi 
ZA B. mori 
ZA B. mori 
Hyles calida 
ZA B. mori 
ED BETESE A. mylitta 
烟草 天 蛾 M. sexta 
烟草 天 蛾 M. sexta 
ZA B. mori 
M. sexta 
TES A. pernyi 
TES A. pernyi 
Ad A. yamamai 
TES A. pernyi 
ZA B. mori 
烟草 天 蛾 M. sexta 
ZA B. mori 
ZA B. mori 
Antheraea paukstadtorum 
ZA B. mori 
ZA B. mori 
ZA B. mori 


罗 奴 霉 素 毛虫 
L. obliqua 


罗 奴 霉 素 毛虫 
L. obliqua 


FAR B. mori 
FAR B. mori 
FAR B. mori 


FEXZ A. pernyi 


BAKAR 


Attacus atlas 


FI B. mori 
烟草 天 蛾 M. sexta 
FI B. mori 
FI B. mori 


等 电 点 
Isoelectric point 
4.49 
6.22 
8.72 
90 
04 
73 
. 06 
. 52 
.34 


ud N nN N AÀA OA N 


.29 
8.78 
5.76 
11.28 
5.03 
7.73 
11.99 
6.71 
4.71 
10.18 
4. 63 
6.90 
4. 84 
4.44 
4.73 
4.77 


10. 39 


4.24 


. 60 
. 88 
.74 


O A Ua fF 


.49 


分 子 量 (kD) 
Protein mass 
50. 65 
83.63 
25.55 
25.34 
21.39 
46.76 
27.14 
17. 36 
22.76 
76.60 
88.78 
80. 58 
23.93 
23.72 
202.22 
25.22 
45. 89 
27.09 
26.94 
28.27 
27.47 
16.28 
26.61 
50. 73 
25.51 


24. 82 


32.41 


75.07 
24. 59 
29.25 


80. 48 


45.51 


50. 68 
80. 47 
23. 33 
42.73 
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Em 


Coverage 


oO o o qo 


. 0738 
. 2457 
. 1217 
. 1330 
. 1711 


0286 


. 0968 
. 0779 
. 0448 
. 0162 
. 0226 
. 0231 
. 3413 
. 3284 
. 0388 


2081 


. 1138 
.1728 
. 1440 
.1255 
. 1301 
. 1689 
. 1306 
. 0644 
. 0957 


. 0602 


. 0786 


. 0275 
. 1216 
. 0731 


. 0341 


. 0291 


. 0380 
. 0230 
. 0683 
. 0314 
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续 表 2 Table 2 contiuned 


样品 
Sample 


登录 号 
Protein ID 
gil87248109 
gi 154609225 
gi187248273 
gil17298117 
gi187248657 
gil 14028769 
gi 195103050 
gi 154609201 
gi 195102796 
gi187248587 
gi 1284027826 
gi 187248527 
gi 187248151 
gil 110175064 
gil 111608121 
gil218563475 
gi 156418393 
gi 17272336 
gi 1354549503 
gi187248137 
gil87248505 
gi137359627 
gil111608125 


gil 134436 


gil 157814222 
gi 1326632041 
gi 156418417 
gi 154609223 
gi 187248225 


姜 义 仁 等 : FEB RCL LP FAs UL ES 68 E IAE SR. JY oS SE 1125 
KAM 物种 等 电 点 分 子 量 (kD) iE 
Protein Species Isoelectric point Protein mass Coverage 
Enoyl-CoA hydratase precursor 1 ZU& B. mori 8.44 32.12 0. 0642 
Ribosomal protein L17 家 看 B. mori 11.01 21.93 0.0535 
Beta-tubulin 家 看 B. mori 4.58 50. 89 0.0314 
Ribosome-associated protein P40 家 看 B. mori 5.88 35.19 0. 0481 
Glucose-6-phosphate isomerase 家 看 B. mori 6.94 62. 06 0. 0234 
Chymotrypsin inhibitor CI-8A RAE B. mori 5.01 43.91 0.0278 
Malate dehydrogenase GE B. mori 6.51 67.96 0. 0163 
Ribosomal protein L7 家 看 B. mori 11.35 31.47 0. 0372 
Ferritin isoform 1 家 看 B. mori 7.28 26.25 0. 0655 
GTP-binding nuclear protein Ran RAE B. mori 7.50 24.55 0. 0657 
Coatomer protein complex subunit delta GE B. mori 6.26 56. 68 0.0197 
Lysophospholipase GE B. mori 6.95 23. 80 0. 0364 
Glutathione S-transferase omega 1 家 看 B. mori 5.77 29.22 0. 0354 
Eukaryotic translation initiation factor 5 FAR B. mori 5.33 51.51 0.0216 
Putative signal recognition particle 68 kDa protein ZG B. mori 8.59 69.58 0.0184 
Clathrin 家 看 B. mori 5.34 193.58 0. 0042 
Hemolymph proteinase 6 HEE FEI M. sexta 5.42 39. 84 0. 0252 
Ferritin MERIR M. sexta 5.54 26.78 0. 0388 
Ribosomal protein PO RẸ A. yamamai 4.37 14. 86 0. 1286 
RGS-GAIP interacting protein GIPC 家 看 B. mori 5.95 35.44 0. 0500 
G protein pathway suppressor 1 GE B. mori 6.64 54.74 0.0146 
Ribosomal PO protein 家 看 B. mori 5.75 34. 20 0. 0380 
Signal recognition particle receptor alpha subunit 家 个 B. mori 7.80 67.79 0.0213 
RecName; Full = Alaserpin; AltName; Full = Serpin-1 ; 
Flags: Precursor MERIR M. sexta 4.81 43.54 0. 0357 
Putative GTP-binding protein A. paukstadtorum 5.50 31.89 0. 0607 
DRK 家 看 B. mori 5.90 24.51 0.0330 
Hemolymph proteinase 18 HERR M. sexta 6.33 45.31 0. 0376 
Ribosomal protein L15 家 看 B. mori 12. 34 24. 08 0. 0490 
Short-chain dehydrogenease/reductase GE B. mori 8.61 27.35 0.0472 


AP28 和 AP44 SEE ARN te SUA 3 Br 2.3 质谱 鉴定 AP28 和 AP44 蛋白 质 条 带 的 蛋白 质 
zh, AP28 HERA SMA RMB ARE COG 分 析 


BAH: 0% ~ 5% (18), 5% ~ 10% (20), 10% ~ 
15% (11) , 1596 ~20% (6) , 20% ~25% (3) , 25% ~ 
30% (1) , 30% ~35% (3) , 35% ~ 40% (1) , 40% ~ 
100% (1) ; AP44 鉴定 和 蛋白质 在 不 同 履 盖 率 分 布 的 
蛋白 质数 目 为 : 0% ~ 5% (36), 5% ~ 10% (13), 
10% -15% (9), 15% ~ 20% (2) , 20% - 2596 (1), 
25% ~30% (1) , 30% ~ 35% (3) , 


由 AP44 和 AP28 28 H Jot ak ir Jot Hs AE XE BRAS NN 
MARAE COG 功能 共 分 为 16 类 (图 4)。 其 中 由 
AP44 和 AP28 鉴定 的 共有 和 蛋 日 奈 的 功能 种 类 包括 : 
能 量 发 生 与 转换 、 核 背 酸 运输 与 新 陈 代谢 、 糖 类 运 
输 与 新 陈 代谢 、 翻 译 /核糖 体 结 构 / 生 物 起 源 、 转 译 
后 修饰 /生日 质 周转 / 伴 随 重 日 、 无 机 离子 运输 与 新 
陈 代谢 、 次 生 代 谢 产 物 的 生物 合成 /运输 和 分 解 、 
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括 抗 氧化 活性 、 结 合 、 催 化 活性 、 酶 调 市 活性 、 分 
子 传 感 希 活性 、 和 蛋 日 结合 转录 因子 活性 、 结 构 分 子 
活性 及 转运 蛋 日 活性 ; 参与 到 20 个 生物 学 过 程 , 8 
括 生 物 调 控 、 胞 内 组 分 发 生 和 排列 、 细 胞 过 程 、 死 
Tl. 发 育 过 程 、 定 位 建立 、 免疫 系统 进程 、 定 位 、 运 
动 、 新 陈 代 谢 过 程 、 多 组 织 进 程 、 多 细胞 组 织 进程 、 
生物 过 程 负 调控 、 生 物 过 程 正 调 控 、 生 物 过 程 调 
控 、 生 殖 、 生 和 殖 进程 、 刺 激 应 答 、 信 号 及 病毒 复制 ， 
其 中 与 免疫 系统 相关 香 日 3 个 (同时 参与 到 刺激 应 
答 )、 刺 激 应 答 的 重 日 19 个 。 

经 统计 ， 由 AP28 和 AP44 条 带 质 谱 鉴 定 到 的 
可 能 参与 免疫 系统 及 刺激 应 答 生 物 过 程 的 蛋白质 共 
有 29 个 。AP28 中 包括 : KA. yamama PIE 
El. A A. yamamai ZARA, KE B. mori iZ 
素 结合 酶 、 烟 草 天 蛾 M. sexta 保 幼 激素 环 氧 水 解 
Bj. ZA B. mori th PAA HAL PETER A. 
mylitta RYE WS A. JE JH E A. assama 溶菌 酶 原 、 家 
看 B. mori ADP- PREMA ENE ERE A. mylitta 
ERR Ed. PEHEA. mylitta KUREN AY 
ERE S. cynthia ricini Bk EE BRA BIE AS 15 TS; 
AP44 中 包括 : ZA B. mori DRK, XA B. mori KK 
AR 3- 单 加 氧 酶 、 家 和 蛋 B. mori GIPC EA, 烟草 天 
IRM. sexta B) SERES. PERRA. pernyi 类 免疫 球 蛋 
日 等 10 +; 二 者 共有 家 看 B. mori AE A 
hsp21.4, ZÆ B. mori E SELLER. FER A. pernyi 
抗菌 肽 等 4 个 。 


3 ”结论 与 讨论 


wit FON. bombycis TEZ&& B. mori 细胞 内 大 
量 增殖 , 吸收 消耗 大 量 看 体 养分 ， 从 而 使 看 体 缺 乏 
营养 , 同时 裂 殖 体 在 繁殖 过 程 中 , mA IDE EAE, 
造成 宿主 细胞 内 容 物 溶解 和 液化 , 细胞 产生 空洞 ， 
引起 看 体 生 理 功 能 障碍 ( SE APRS, 2008). 。 同 样 ， 
榨 看 微 孢 子 虫 自 刁 缺 乏 营养 合成 系统 ， 因 此 必须 通 
过 摄取 析 看 体内 营养 物质 来 满足 自身 增殖 的 需要 ， 
MNENERETMMRZ, 在 这 个 过 程 中 , 是 否 
也 如 家 看 微 孢 子 忠 一 样 会 分 泌 一 些 蛋 白质, REIFE 
看 细胞 造成 生理 机 能 丧失 等 问题 有 竺 进一步 证 据 证 
Ko PEARL m BTE | EEE BB TEN, 
这 个 过 程 中 影响 病原 物 与 宿主 之 间 互 作 的 因素 很 
多 , 衍 主 目 身 免疫 是 昆虫 防御 的 第 一 道 防 线 。 昆 虫 
不 具备 高 等 动物 完善 的 免疫 系统 , 仍 具 有 先天 和 获 
得 性 免疫 的 能 力 ， 主要 包括 细胞 免疫 和 体液 免疫 


( 张 双 全 等 ，1987; "PEE SR, 2000), FEST 
(1987) AER TEAME "P AT ES tH 23 3 2 40 
kD RRR, Ji Et ER Sp (1984, 1985) 及 张 双全 等 
(1985) RUTA TRAS ES AAA, Hi 
活力 随 诱导 源 不 同 而 有 差异 。 家 在 、 梓 乍 均 能 诱导 
产生 分 子 量 约 为 24 kD 的 抗菌 物质 , FAMA EN 
5 Ja UE Se XR 1G 7J B] 5d He ey (HR, 1984, 
1985) 。 本 实验 室 前 期 研究 发 现 , FEAS 龄 肉 幼 上 忠 
ERREMATEA 144 h 的 血 淋 巴 生日 质 中 约 28 
kD 和 44 kD 的 2 条 和 恒 日 条 带 信 号 增强 , 推测 这 2 条 
AG A rr n] BE SAA ERR By AE OS, 
2012) ,本 人 研究 对 这 2 条 和 蛋 日 质 带 进行 了 质谱 鉴定 ， 
共 鉴 定 出 117 APERA, HP 2 个 样品 共有 和 蛋 
日 质 12 个 ，AP28 HHA FUE 52 个 ， AP44 MA 
日 质 53 个 。 经 注释 和 功能 分 类 分 析 发 现 , 鉴定 的 
重 晶 质 中 可 能 参与 梓 看 免疫 系统 及 刺激 应 答 等 生物 
过 程 的 蛋白 质 有 29 个 , 其 中 AP28 中 有 15 NEH 
质 、AP44 中 有 10 个 恒 日 质 、2 个 样品 共有 和 集 日 质 4 
个 。 

昆虫 受到 病原 物 侵 染 时 首先 是 利用 包括 肽 聚 糖 
WEA, RRR EASA A A AA 
A, iim SE PUY GERN TR, 2009), 
昆虫 体液 免疫 系统 是 以 抗菌 肽 、 抗 病毒 因子 、 族 集 
ZR. AAR MALH SARA aS, MEA 
多 功能 的 血细胞 建立 的 一 个 开放 完整 的 防御 体系 
(李志强 等 , 2003 ) 。 配 氧化 酶 原 可 被 激活 生成 酚 氧 
化 酶 , 产生 黑 化 反应 , 昆虫 这 种 黑 化 反应 是 对 外 源 
入 侵 的 最 快 的 免疫 应 答 ( 刘 莫 朗 等, 2011) 。 同 时 ， 
Hemolin 是 昆虫 所 特有 的 类 免疫 球 重 日 ,本身 无 直 
接 的 抗菌 活性 , 但 可 以 延缓 昆虫 的 发 病 时 间 ， 同 时 
也 可 调控 昆虫 体内 酚 氧 化 物 酶 的 活性 ,影响 黑 化 进 
程 , 在 昆虫 的 免疫 防御 通路 中 具有 重要 的 作用 ( 李 
PURSE, 2012) 。 时 连 根 等 (2001 ) 发 现 家 看 血细胞 
HEA RSE A Ea OE TFR eR, 但 只 
具有 暂时 阻 害 作 用 而 不 能 完全 阻止 其 分 生 孢 子 的 
HA o 

本 人 研究 的 结果 表明 , HAF Ra, PEA 
内 与 免疫 防御 有 关 的 重 蝗 质 表达 量 增加 ， 如 肽 聚 糖 
WA A. FKR AE A. 抗菌 肽 等 。 同 时 还 
鉴定 到 上 调 表达 的 类 免疫 球 蛋 白 及 酚 氧 化 酶 原 、 热 
BUSA. ZARA MAZO ME E2, ADP- 
MAT. RIAR ARKE PERRERA 
应 答 相 关 的 因子 , 鉴定 到 上 调 表达 的 热 激 重 日 
(heat shock proteins, HSPs) 、 泛 素 - 重 白 酶 体 途 径 有 
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关 细 胞 周期 、DNA 修复 和 免疫 应 激 的 重 白 质 因 子 
等 ,这 些 结果 与 昆虫 免疫 和 刺激 应 答 相 关 的 重 日 质 
因子 在 其 他 昆虫 微 孢 子 虫 感染 应 答 的 研究 (包括 重 
日 质 组 学 分 析 ) 结果 相 一致 ( 张 双全 等 , 1987; 汪 方 
BAS, 2003; 沈 子 建 等 ,2006; 李 明 等 ， 
2008; 李 晓 梅 等 ,2009; BES, 2009; 吴 萍 等 ， 
2011) ， 提 示 本 研究 鉴定 获得 的 29 4-2 S TES PE 
A Bt AIA Wa NE AE te fl T SERE 
看 初期 可 能 发 挥 了 作用 。 

特别 值得 讨论 的 是 本 研究 中 鉴定 到 感染 后 上 调 
RZANFWEREHL obliqua 丝氨酸 生日 酶 
(putative serine protease-like protein 2) IJE Æ A. 
pernyi 芳 基 贮存 蛋白 原 (arylphorin precursor), 22%, 
酸 和 蛋白酶 在 昆虫 体内 主要 介 导 消化 、 发 育 和 先天 人 免 
疫 反应 等 生理 过 程 , 在 酚 氧 化 酶 原 的 活化 及 黑色 素 
沉积 方面 起 着 重要 作用 , 在 昆虫 免疫 应 答 过 程 中 存 
在 丝氨酸 重 日 酶 级 联系 统 激活 (陈建平 等 , 2012 ) o 
在 感染 症 原 忠 后 24 h AKA HEB Anopheles dirus Wil 
淋巴 中 分 类 并 鉴定 到 丝氨酸 和 蛋白酶 ( 王 炎 等， 
2008) , 家 看 感染 微 孢 子 忠 后 血 淋 巴 中 蛋白 酶 活性 
PATA ( SEAT HES , 2008), 已 有 报道 家 看 在 受到 
微生物 侵 染 时 , 丝氨酸 重 日 酶 参与 了 酚 氧 化 酶 信号 
传导 通路 (Satoh et al., 1999; X, 2011) , dis 
HC EWU AS ASE P RADAR Fe ST BE 
As TE ZZ BIE EIAS UL. dE TERR EH 
(arylphorin) 是 昆虫 变态 过 程 中 的 贮存 蛋白 ，Munn 
和 Greville ( 1969 ) 在 红 凑 丽 量 Calliphora 
erythrocephala 中 发 现 , 作为 师 期 和 成 虫 期 物质 代 
谢 、 能 量 代谢 的 储存 库 , 昆虫 在 幼虫 期 通过 大 量 取 
E, 在 末 龄 幼 忠 的 脂肪 体 大 量 合 成 贮存 蛋白 , 后 被 
释放 到 血 淋 巴 中 , 在 化 晴 前 被 脂肪 体重 新 选择 吸收 
合成 高 密度 重 日 结 品 颗粒 , 再 经 部 分 或 完全 降解 被 
释放 到 血 淋 巴 中 给 不 取 食 的 变态 期 提供 彰 养 , 对 生 
长 、 变 态 发 育 及 生殖 等 生理 过 程 非常 重要 ( 马 彩 霞 
等 , 2002) 。 昆 虫 被 寄生 物 寄 生 后 , 往往 营养 代谢 
RERE, 特别 是 血 淋 巴 中 芳 基 蛋白 变化 ,始终 保 
持 较 高 水 平 ， WARR Trichoplusia ni 被 一 种 寄生 
WE Chelonus spp. 寄生 后 , 使 应 在 5 龄 幼虫 中 表达 的 
CAE AERA, 以 利于 寄生 物 上 自身 的 生长 发 育 
(Kunkel et al., 1990) 。 由 此 推测 本 研究 中 析 看 5 dt 
起 看 正常 情况 下 的 血 淋 巴 中 芳 基 贮存 蛋白 含量 不 应 
该 很 高 ,出现 表达 量 升 高 现象 可 能 与 杆 和 春 微 孢子 虫 
通过 调节 茶 些 途径 作用 于 宿主 重 日 质 代 谢 过 程 有 
K, 造成 梓 和 看 脂肪 体 组 织 功能 异常 ,从 而 出 现 提早 


表达 现象 , AMAA THER QUT RAVER RE, 
X DUE CES PRS TM AHA o 

IE RME T^ Hh ES ee 1 EDGE LAS 
的 系统 侵 染 过 程 , WR EVE BIRR E E 
子 的 调控 ,同时 推测 微 孢 子 虫 在 这 个 过 程 中 会 分 沙 
某 些 酶 类 或 重 日 质 从 而 影 啊 梓 重 的 蛋 日 质 消 化 及 吸 
收 等 生理 过 程 。 利 用 一 维 电文 结合 质谱 分 析 技 术 来 
MIRAR, EXIST dme IDEE 
AE BRA MA, 可 以 用 来 初步 鉴定 与 梓 乍 免 
疫 及 刺激 应 答 等 相关 的 蛋白 质 , 特别 是 一 些 低 丰 度 
EAR, 今后 深入 研究 这 些 相 关 集 日 质 在 微 抱 子 虫 
感染 应 答 中 的 功能 ,对 揭示 梓 竹 抵抗 微 雹 子 虫 的 免 
疫 应 答 机 制 有 重要 意义 。 
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